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Abstrak 
Pengembangan agensia hayati memegang peranan penting dalam  konsep dasar Pengendalian Hama 
Terpadu (PHT).  Salah satu alternatif yang dapat digunakan adalah dengan penggunaan agensia 
hayati nematoda entomopatogen (NEP). Kelebihan yang dimiliki oleh NEP adalah  adanya 
simbiosis dengan bakteri simbion yang mengeluarkan toksin sehingga mampu melumpuhkan 
inangnya dengan cepat. Hingga saat ini penggunaan bakteri simbion nematoda entomopatogen 
menjadi agensia hayati dirasa belum menunjukkan perkembangan yang signifikan.  Berdasarkan hal 
tersebut dilakukan penelitian menggunakan bakteri simbion secara terpisah dengan nematoda.  Hal 
ini untuk mengetahui karakterstik morfologi dan fisiologi bakteri simbion sehingga dapat 
dikembangkan sebagai agensia pengendali hayati dalam konsep PHT.  Identifikasi dilakukan 
dengan melihat karakteristik morfologi dan fisiologi bakteri.  Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
dari empat isolat bakteri simbion terdapat tiga isolat bakteri yang menunjukkan karakteristik 
morfologi dan fisiologi dari bakteri Xenorhabdus sp. yaitu koloni cembung dapat meneruskan 
cahaya, bulat mengkilat, berlendir, serta tepi koloni rata, sedangkan satu isolat bakteri menunjukkan 
karakteristik morfologi dan fisiologi dari bakteri Bacillus sp. dengan koloni datar, sedikit berlendir 
dapat meneruskan cahaya, kesat dengan tepi koloni tidak rata.  Keempat isolat bakteri memiliki 
pertumbuhan optimum pada kisaran pH 5-8 dengan suhu kisaran 25-    . 
 
 




Kemajuan teknologi di era digital kini juga mulai merambah pada sektor pertanian.  
Tingginya permintaan konsumen akan produk pertanian yang sehat mendorong petani untuk 
meningkatkan kualitas dari hasil produksi sesuai dengan permintaan.  Penerapan teknologi proteksi 
yang ramah lingkungan kini mulai marak diperbincangkan dan mulai diterapkan oleh petani salah 
satunya adalah pengendalian Organisme Pengganggu Tanaman (OPT)  menggunakan agensia hayati 
secara terpadu.  Alasan para petani kini beralih menggunakan agensia hayati adalah timbulnya 
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kesadaran akan bahaya residu pestisida kimia yang digunakan secara berlebihan antara lain OPT 
menjadi resisten, musuh alami terbunuh sehingga laju pertumbuhan populasi hama meningkat serta 
timbulnya penyakit pada manusia.  Pemanfaatan agensia hayati dianggap lebih aman bagi petani 
dan efisien karena ramah lingkungan sehingga tidak merusak ekosistem yang ada (Kartohardjono, 
2010). 
Pengembangan agensia hayati sebagai teknologi proteksi pada tanaman memegang 
peranan penting dalam  konsep dasar Pengendalian Hama Terpadu (PHT).  Agensia hayati yang 
mulai dikembangkan dan diterapkan oleh petani salah satunya adalah Nematoda Entomopatogen 
(NEP). Kelebihan yang dimiliki oleh NEP adalah adanya simbiosis dengan bakteri simbion yang 
mengeluarkan toksin sehingga mampu melumpuhkan inangnya secara cepat (Alfarizi et al., 2012).  
Astutik (2000) dalam penelitiannya mengemukakan bahwa penggunaan bakteri simbion 
Xenorhabdus nematophilus mampu mematikan  larva Lepidiota stigma sebesar 50% (      melalui 
pakan (oral) dan injeksi, sesuai penelitian tersebut dapat diketahui bahwa bakteri simbion nematoda 
entomopatogen mampu  merusak haemocyt (sel darah serangga) dan memiliki peranan penting 
dalam kematian serangga hama. 
Hingga saat ini penggunaan bakteri simbion nematoda entomopatogen menjadi agensia 
hayati masih dirasa belum menunjukkan perkembangan yang signifikan, hal ini dibuktikan dengan 
masih minimnya penelitian mengenai identifikasi dan pemanfaatan bakteri simbion nematoda 
entomopatogen untuk mengendalikan serangga hama. 
Berdasarkan uraian di atas maka perlu dilakukan penelitian menggunakan bakteri simbion 
secara terpisah dengan nematoda.  Hal ini untuk mengetahui karakteristik morfologi dan fisiologi 
bakteri simbion sehingga dapat dijadikan acuan dalam pengembangan bakteri simbion sebagai 
agensia hayati. 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui karakteristik morfologi dan fisiologi 
dari bakteri simbion nematoda entomopatogen. 
 
Metodologi 
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Proteksi Balai Besar Perbenihan dan Proteksi 
Tanaman Perkebunan (BBPPTP) Surabaya dengan tahapan sebagai berikut : 
1. Isolat Bakteri Simbion 
Terdapat empat isolat bakteri simbion yang digunakan dalam penelitian ini yaitu dua isolat 
bakteri simbion hasil isolasi dari tubuh Nematoda entomopatogen Steinernema sp. dari tanaman 
kubis di daerah Kec. Bumiaji, Batu, Malang dan dua isolat bakteri simbion yang diperoleh dari 
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koleksi yang ada di laboratorium Nematoda Balai Besar Perbenihan dan Proteksi Tanaman 
Perkebunan (BBPPTP) Surabaya. 
2. Isolasi Bakteri Simbion Nematoda Entomopatogen  
Isolasi bakteri simbion dilakukan dengan menyiapkan 10 larva Tenebrio molitor yang 
sudah dilakukan sterilisasi permukaan dengan cara merendam larva ke dalam alkohol 70% selama 
2-3 menit dan membilas dengan aquadest steril sebanyak tiga kali dan kemudian dikering anginkan.  
Selanjutnya  menginokulasi larva T. Molitor dalam cawan Petri yang berisi kertas saring dengan 
nematoda entomopatogen hasil eksplorasi dan diinkubasikan selama 24 jam. Ketika larva T. molitor 
sudah mati dan terinfeksi NEP, selanjutnya adalah memotong kaki semu (tungkai ketiga dari torak 
serangga) menggunakan gunting dan pinset untuk mengambil cairan haemolym pada tubuh 
serangga dan di goreskan pada medium Nutrient Agar (NA) (Difco USA) 37 g/l sambil tetap 
dilakukan di atas bunsen agar tidak terjadi kontaminasi.  Hasil  streak pada medium disegel 
menggunakan plastik wrap dan diinkubasikan selama 24 jam. 
3. Identifikasi Bakteri dengan Uji Karakteristik Morfologi 
Identifikasi bakteri simbion nematoda entomopatogen dilakukan dengan melihat 
karakteristik morfologi bakteri yang ditumbuhkan pada beberapa medium yang berbeda antara lain 
NA (Difco USA) 37 g/l, NA-NR 23 g/l Nutrient agar, 0,03 g/l Neutral red dan medium NBTA 23 
g/l Nutrient agar (Difco USA), 0,025 g/l Bromothymol blue, dan 0,04 g/l Triphenyl tetrazolium 
Cloride (TTC) dengan mengamati perubahan warna, serta bentuk koloni dari masing-masing isolat.  
Pengamatan secara mikroskopis dilakukan dengan cara mengambil satu ose dari biakan 
bakteri kemudian meletakkan pada gelas benda yang sudah dibersihkan menggunakan alkohol 70%, 
selanjutnya menutup dengan gelas penutup dan mengamati bentuk bakteri di bawah mikroskop 
Olympus dengan perbesaran 1000x (Schlegel, 1994).   
4. Identifikasi Bakteri dengan Uji Pewarnaan Gram dan KOH 3% 
a. Uji Pewarnaan Gram 
Pengujian gram dengan metode pewarnaan dilakukan dengan menyiapkan biakan bakteri 
umur 24-48 jam, kemudian mengambil satu ose koloni bakteri dan meletakkan pada gelas benda 
kemudian memfiksasi di atas api Bunsen.  Setelah difiksasi kemudian meteskan 2-3 tetes gram A 
(Crystal violet),  diamkan selama 1 menit kemudian mencuci di bawah air mengalir dan tunggu 
hingga kering.  Setelah itu meneteskan 2-3 tetes gram B (Lugol iodine) diamkan selama 1 menit 
kemudian mencuci di bawah air mengalir dan tunggu hingga kering kembali, kemudian dilanjut 
dengan  meneteskan 2-3 tetes  gram C (Alkohol) diamkan selama 30 detik, selanjutnya  mencuci di 
bawah air mengalir dan tunggu hingga kering kembali, langkah terakhir yaitu dengan meteskan 2-3 
tetes gram D (Safranin) diamkan selama 10 detik dan mencuci kembali di bawah air mengalir 
kemudian tunggu hingga kering.  Hasil pewarnaan diamati di bawah mikroskop (Olympus) pada 
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perbesaran 1000x untuk membandingkan perubahan warna dan bentuk sel masing-masing isolat 
bakteri (Schaad et all., 2000).   
b. Uji Gram KOH 3% 
Pengujian gram KOH 3% dilakukan dengan cara meneteskan KOH 3% pada gelas obyek 
yang sebelumnya dibersihkan menggunakan 70% alkohol, kemudian meletakkan koloni bakteri 
berumur 24-48 jam menggunakan jarum ose, selanjutnya mencampur dan meratakan dengan 
mengangkat perlahan-lahan jarum ose.  Jika campuran bersifat lengket dan membentuk benang 
setelah diangkat sekitar 1 cm, maka bakteri tersebut bersifat gram negatif, dan jika tidak lengket 
maka bakteri tersebut bersifat gram positif (Schaad et all., 2000).   
5. Identifikasi Bakteri dengan Uji Katalase 
Pengujian ini dilakukan dengan membersihkan gelas objek dengan 70% alkohol kemudian 
ditetesi satu tetes 3%      dan kemudian diletakkan satu ose bakteri uji berumur 24-48 jam dari 
masing-masing isolat, selanjutnya mencampur dan mengaduk hingga merata.  Reaksi positif 
ditandai dengan terdapatnya gelembung-gelembung udara, sedangkan reaksi negatif ditandai 
dengan tidak terbentuknya gelembung-gelembung udara (Schaad et all., 2000).   
6. Identifikasi Bakteri dengan Uji Endospora 
Pengujian ini dilakukan dengan cara membersihkan gelas benda menggunakan alkohol 
70% kemudian menggoreskan dan memfiksasi isolat bakteri di atas api bunsen.  Setelah memfiksasi 
kemudian meneteskan 2-3 tetes Malacite green, mendiamkan selama 10 menit kemudian mencuci 
di bawah air mengalir dan tunggu hingga kering.  Selanjutnya meneteskan 2-3 tetes Safranin,  
diamkan selama 15 detik kemudian mencuci di bawah air mengalir dan tunggu hingga kering.  
Pengamatan dilakukan dengan melihat perbedaan warna dibawah mikroskop (Olympus) dengan 
perbesaran 1000x.  Hasil positif ditunjukkan apabila sel berwarna merah dan spora berwarna hijau 
(Schaad et all., 2000).   
7. Identifikasi Bakteri dengan Uji Oksidatif Fermentatif 
Uji ini dilakukan dengan cara mengambil biakan bakteri umur 24-48 jam dengan 
menggunakan jarum ose dan diinokulasikan ke dalam medium OF dengan komposisi; 10 g/l 
peptone, 5 g/l NaCl, 10 g/l Glukose, 0,3 g/l        , 0,025 g/l BTB, 15 g/l agar.  Masing-masing 
isolat diinokulasikan pada dua medium OF di tabung reaksi, tabung pertama ditutup menggunakan 
minyak parafin setinggi 1 cm dan yang tabung kedua tidak.  Kemudian diinkubasikan pada suhu 
kamar selama 3-4 hari.  Apabila media berubah menjadi kuning pada medium yang ditutup parafin 
maupun tidak artinya bakteri bersifat oksidatif-fermentatif.  Apabila yang berubah warna kuning 
hanya pada yang tidak ditutup minyak parafin maka bakteri bersifat oksidatif (Schaad et all., 2000).   
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8. Identifikasi Bakteri dengan Uji Levan Sukrose 
Prosedur kerja pada uji levan adalah membuat medium NA (Difco USA) 23 g/l ditambah 
dengan 5% sukrose dan disterilkan dalam Autoclave selama 30 menit.  Biakan bakteri  digoreskan 
di dalam medium dan diinkubasikan selama dua hari.  Bakteri yang membentuk enzim levan 
sukrose akan memperlihatkan karakter koloni yang transparan sampai buram, bercahaya, berlendir 
(mucoid) dengan bentuk cembung (kubah) yang jelas (Schaad et all., 2000).   
9. Identifikasi Bakteri dengan Uji Hidrolisis Pati 
Uji kemampuan isolat bakteri simbion dalam menghidrolisis pati dilakukan dengan cara ; 
membuat medium pati dengan komposisi 10 g/l glukose, 10 g/l peptone, 1 g/l kasein hidrolisat, 2 g/l 
pati, 18 g/l agar dan menuang 10 ml medium ke dalam cawan Petri (Anumbra Jerman) 9 cm, 
kemudian menggoreskan biakan bakteri umur 24-48 jam di atas medium pati tersebut dan sebagai 
kontrol positif digoreskan juga bakteri Corynebacterium.  Biakan diinkubasikan selama 48 jam 
kemudian ditetesi dengan larutan iodium sebanyak 2-3 tetes.  Reaksi positif ditandai dengan warna 
kontras di koloni.  Sedangkan reaksi negatif ditandai dengan tidak terbentuknya bagian berwarna 
kontras sekitar koloni dan seluruh medium berwarna gelap (Schaad et all., 2000).   
10. Identifikasi Bakteri dengan Uji Fluorescent 
Pengujian dilakukan dengan cara  menyiapkan medium King’s B dengan komposisi; 20 g/l 
protoase peptone, 1,5 g/l          , 1,5 g/l       , 10 ml/l gliserol, 15 g/l agar, kemudian 
menggoreskan koloni bakteri menggunakan jarum ose  di atas medium dengan menggoreskan pula 
bakteri Pseudomonad fluoresens sebagai kontrol  positif dan menginkubasikan selama 2 hari, 
pengamatan dilakukan dengan cara mengamati dibawah sinar UV.  Apabila koloni berpendar dan 
berwarna biru kehijauan maka bakteri menghasilkan pigmen fluorescens dan bila tidak berpendar 
berarti tidak menghasilkan pigmen fluorescens (Schaad et all., 2000).   
11. Identifikasi Bakteri dengan Uji Bioluminescent 
Pengujian ini bertujuan untuk membedakan jenis bakteri dari golongan Xenorhabdus dan 
Photorhabdus. Nematoda entomopatogen dari golongan Heterorhabditis bersimbiosis dengan 
bakteri Photorhabdus yang menghasilkan bioluminescens (Boemare, 2002). Pengujian dilakukan 
dengan cara menumbuhkan isolat bakteri pada medium NA (Difco USA) 23g/l dan diinkubasikan 
selama 24 jam. Pengamatan dilakukan dengan cara mengamati isolat bakteri dalam ruang gelap 
total selama 10 menit.  Hasil positif ditandai dengan munculnya cahaya pada  isolat bakteri 
(Thomas et all., 1979). 
12. Identifikasi Bakteri dengan Uji Denitrifikasi 
Uji reduksi nitrat ini dilakukan dengan menuang medium denitrifikasi dengan komposisi ; 
10 g/l peptone, 5 g/l NaCl, 2 g/l     , 3 g/l agar ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml kemudian 
disterilkan di dalam Autoclave pada suhu       selama 20 menit.  Selanjutnya mengambil biakan 
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bakteri yang berumur 24-48 jam dengan menggunakan jarum preparat dan ditusukkan pada tengah 
medium, selanjutnya ditutup menggunakan 2-3 ml 3% agar air yang dicairkan.  Reaksi positif 
ditunjukkan bakteri apabila diinkubasikan selama 3-7 hari pada suhu 28-   C, bakteri dapat 
tumbuh dengan baik (Schaad et all., 2000).   
13. Identifikasi Bakteri dengan Uji Pencairan Gelatin 
Uji kemampuan isolat bakteri simbion dalam mencairkan gelatin dengan cara membuat 
medium gelatin dengan komposisi; 3 g/l beef extract, 5 g/l peptone, 120 g/l gelatin kemudian 
memasukkan ke dalam tabung reaksi dan disterilkan menggunkan Autoclave dengan suhu        
selama 30 menit, selanjutnya menusukkan koloni bakteri menggunakan jarum ose ke dalam 
medium gelatin dan diinkubasikan selama 1-2 hari.  Sebagai kontrol, medium gelatin tanpa 
diinokulasi dengan bakteri.  Selanjutnya diinkubasi ke dalam kulkas bersuhu      selama 2 jam, 
kemudian dikeluarkan dan diamati.  Reaksi positif ditandai dengan pencairan gelatin pada tabung 
yang diinokulasi bakteri (Fahy dan Persley, 1983). 
14. Identifikasi Bakteri dengan Uji Motility 
Uji motility ini dilakukan dengan menuang medium motility dengan komposisi; 10 g/l 
tryptone, 5 g/l NaCl, 5 g/l agar ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml kemudian disterilkan di 
dalam Autoclave pada suhu       selama 20 menit.  Selanjutnya mengambil dan menusukkan 
biakan bakteri yang berumur 24-48 jam dengan menggunakan jarum preparat, reaksi positif 
ditunjukkan bakteri apabila diinkubasikan selama 3-7 hari pada suhu 28-   C, bakteri dapat 
tumbuh dengan baik (Schaad et all., 2000).   
15. Identifikasi Bakteri dengan Uji Hipersensitif 
Uji hipersensitif dilakukan dengan cara menuang 9 ml aquadest steril kedalam tabung 
reaksi berisi biakan murni yang akan diuji, kemudian memanen biakan bakteri dengan 
menggunakan jarum ose, selanjutnya memasukkan suspensi bakteri pada tabung reaksi steril dan 
dihomogenkan selama 3 menit. Setelah itu mengambil 1 ml suspensi bakteri menggunakan jarum 
suntik dan menyuntikkan pada jaringan mesofil daun tembakau dan diinkubasikan selama 24-48 
jam. Reaksi positif ditunjukkan dengan timbulnya nekrosis pada daun tembakau (Schaad et all., 
2000).  
16. Identifikasi Bakteri dengan Uji Pengaruh Suhu 
Pengujian dilakukan dengan menggunakan medium NB (Nutrient Broth) dengan 
komposisi; 8 g/l dengan pH 7 kemudian bakteri diinokulasikan pada medium dan menginkubasikan 
pada suhu     di dalam lemari es,      pada lemari pendingin,      pada inkubator, dan     , 
     di dalam oven  pengamatan dilakukan dengan mengocok kelima tabung dan membandingkan 
derajat kekeruhannya (Schaad et all., 2000).   
  
E-ISSN: 2615-7721   Vol 3, No. 1 (2019) G. 28 
P-ISSN: 2620-8512 
17. Identifikasi Bakteri dengan Uji Pengaruh pH 
Pengujian dilakukan dengan menggunakan medium NB (Nutrient Broth) dengan 
komposisi; 8 g/l dengan pH berbagai macam yaitu 4,5,6,7, dan 8, dengan menambahkan KOH 
untuk basa dan        untuk asam hingga diperoleh pH 4,5,6,7, dan 8. Kemudian 
menginokulasikan satu ose koloni bakteri dan diinkubasikan selama 24-48 jam pada suhu kamar, 
pengamatan dilakukan dengan mengocok kelima tabung dan membandingkan derajat kekeruhannya 
(Muchlisin, 2001). 
 
Hasil dan Pembahasan 
Bakteri simbion nematoda entomopatogen umumnya memiliki 2 fase yaitu fase primer dan 
sekunder, namun perubahan antara fase primer ke fase sekunder ini terjadi dengan cepat sehingga 
terkadang sulit untuk diperoleh (Harahap, 2004).  Berdasarkan hasil penelitian diperoleh bentuk 
morfologi koloni secara umum antara isolat IS.1, IS.2 dan IB.1 memiliki kesamaan, yaitu koloni 
cembung dapat meneruskan cahaya, bulat mengkilat, berlendir, dengan tepi koloni rata serta 
berwarna putih susu pada media NA, berwarna merah pada media NANR, dan NBTA dengan 
bentuk mikroskopis batang pendek. Sedangkan isolat IB.2 memiliki bentuk morfologi koloni datar, 
sedikit berlendir dapat meneruskan cahaya, kesat dengan tepi koloni tidak rata, berwarna putih susu 
pada media NA, dan berwarna merah pada media NANR dan NBTA dengan bentuk mikroskopis 
batang panjang.  
Berdasarkan tabel 3.1, pengujian sifat-sifat fisiologis terhadap keempat bakteri simbion 
nematoda entomopatogen yang diuji menunjukkan adanya keragaman sifat. Pada isolat IS.1, IS.2 
dan IB.1 menunjukkan sifat-sifat fisiologis yang sama dengan sifat yang dimiliki oleh bakteri 
simbion Xenorhabdus sp. yang telah diteliti sebelumnya yaitu Gram negatif dan bioluminescent (-). 
Menurut (Harahap, 2004) sifat yang membedakan antara bakteri simbion Xenorhabdus sp. dengan 
Photorhabdus sp. adalah bioluminescent, yaitu reaksi positif pada bakteri simbion Photorhabdus 
sp. dan negatif pada bakteri Xenorhabdus sp..  Sedangkan pada isolat IB.2 menunjukkan sifat-sifat 
fisiologis yang sama dengan sifat yang dimiliki oleh bakteri Bacillus sp. yaitu Gram positif, 
endospora (+), dan katalase (+) (Schaad et all., 2000).   Hasil tersebut juga didukung oleh penelitian 
Setiawan ( 2016)  bahwa pada isolasi bakteri simbion nematoda entomopatogen juga diperoleh 
bakteri simbion dari genus Bacillus sp. pada pengujian secara konvensional dan molekuler. 
Hasil penelitian pada pengujian sifat-sifat fisiologis bakteri simbion nematoda 
entomopatogen disajikan dalam tabel berikut : 
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Tabel 1. Hasil pengujian sifat-sifat fisiologis bakteri simbion nematoda entomopatogen 
 
Keterangan : IS.1 (Isolat bakteri dari sampel Steinernema sp. 1), IS.2 (Isolat bakteri dari sampel Steinernema 




Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa isolat IS.1, IS.2 dan 
IB.1 merupakan bakteri simbion jenis Xenorhabdus sp., sedangkan isolat IB.2 merupakan bakteri 
simbion jenis Bacillus sp. 
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